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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象とする大腸菌の生育を抑制せずかつシュウドモナス属細菌の生育を抑制する選択剤
を含む培地で試料を培養し、シュウドモナス属細菌の生育を抑制し大腸菌を選択的に分離
することを特徴とする大腸菌の選択分離方法であって、試料が糞便であること、大腸菌が
腸管出血性大腸菌Ｏ１５７であること、および選択剤がセフィキシム、亜テルル酸塩およ
びセフスロジンであることを特徴とする、前記方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は大腸菌、特に三類感染症原因菌である腸管出血性大腸菌Ｏ１５７の選択分離培地
に関するものである。
【０００２】
【従来の技術】
大腸菌による感染症の治療においては、その感染症の原因菌を同定し、その原因物質に適
合した処置を迅速に行うことが重要である。腸管出血性大腸菌のうち特に血清型Ｏ１５７
は、米国、カナダおよびヨーロッパにおいて多くの食中毒の原因となっている。我が国に
おいても、１９９６年の大規模食中毒を境に、各種食材（特に牛肉）がこれらの食中毒に
関与している。
この大腸菌は血液様の下痢を特徴とする出血性大腸炎を引起し、非常に重篤な腎臓の合併
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症（溶血性尿毒症）に進む恐れがあるため、主要な公衆衛生の課題となっている。特に腸
管出血性大腸菌Ｏ１５７は食品従事者を中心とした保菌者検索（糞便検査）や食品品質検
査に力を入れて行われている。
【０００３】
腸管出血性大腸菌Ｏ１５７の感染が疑われる場合または保菌者を検索する場合、確定診断
のために糞便材料などを検査材料とし腸管出血性大腸菌Ｏ１５７の分離を行なう必要があ
る。この際必要となるのが腸管出血性大腸菌Ｏ１５７選択分離培地である。選択分離培地
とは、できる限り標的微生物のみ生育できるように工夫された培地の総称であり、糞便材
料のように多種の腸内細菌を多量に含む可能性のある検査材料を用いる場合には、特に選
択性能は重要である。一般的には、共存する微生物に対して抑制的に作用し、標的微生物
の生育に影響を与えない物質を選択物質として添加した培地を選択分離培地として利用す
る。
【０００４】
たとえば、食品検体や糞便検体には腸管出血性大腸菌Ｏ１５７以外の多くの微生物が含ま
れており、これらのなかから腸管出血性大腸菌Ｏ１５７を分離培養するためには、選択分
離培地を用いなければならない。従来技術の分離培地または選択分離培地は以下の通りで
ある
【０００５】
（１）分離培地
▲１▼ＳＭＡＣ（Ｓｏｒｂｉｔｏｌ　ＭａｃＣｏｎｋｅｙ）寒天培地
グラム陰性且つソルビトール非発酵性もしくは遅発酵性であるすべての微生物の検査に利
用される。選択性が低いため抗生物質を添加する場合もあるが、ソルビトール非発酵菌も
しくは遅発酵菌による偽陽性を排除できない。鑑別試薬としてフルオロゲン（ｆｌｕｏｒ
ｏｇｅｎｉｃ）化合物もしくは色原体（ｃｈｒｏｍｏｇｅｎｉｃ）化合物を添加すること
により、β－グルクロニダーゼを産生する微生物（本質的に典型的な大腸菌）を除去する
ことができる。
患者から分離した腸管出血性大腸菌Ｏ１５７のほとんどは２４時間たってもソルビトール
を発酵しない。又、β－グルクロニダーゼ活性を持たない。これらの性質を利用し、臨床
もしくは食物検体中における腸管出血性大腸菌Ｏ１５７のスクリーニングは、一次分離用
培地としてソルビトール・マッコンキー寒天培地（ＳＭＡＣ）が用いられている。
ソルビトール非発酵性もしくは遅発酵性の、疑わしいコロニー（無色～白色）を目視的に
観察し、疑わしいコロニーを生化学的および血清学的検査により腸管出血性大腸菌Ｏ１５
７と確認する。
【０００６】
▲２▼　ＭＵＧ加ＳＭＡＣ寒天培地
ソルビトール陰性、β－グルクロニダーゼ陰性のコロニーを明らかにするための培地であ
る。β－グルクロニダーゼ活性の確認用としてＭＵＧ（４－メチルウンベリフェリル－β
－グルクロニド）が添加される。
【０００７】
▲３▼　ＢＣＩＧ加ＳＭＡＣ寒天培地
ソルビトール陰性、β－グルクロニダーゼ陰性のコロニーを明らかにするための培地であ
る。β－グルクロニダーゼ活性の確認用としてＢＣＩＧ（５－ブロモ－４－クロロ－３－
インドキシル－Ｄ－β－グルクロニド）が添加される。
【０００８】
▲４▼　フルオロカルト大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７寒天培地（商品名：関東化学（株））ソル
ビトール陰性、ＭＵＧ陰性およびＨ２Ｓ陰性のコロニーを明らかにするための、ソルビト
ール、ＭＵＧおよびチオ硫酸ナトリウム含有培地である。
【０００９】
（２）選択分離培地
ＣＴ－ＳＭＡＣ寒天培地
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２種類の阻害剤（セフィキシムおよび亜テルル酸カリウム）を含有する、ＳＭＡＣ由来の
培地である。これらの阻害剤はソルビトールを発酵しない多くの微生物、例えばプロテウ
ス属、モルガネラ・モルガニイ（Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａ　ｍｏｒｇａｎｉｉ）、プロビデ
ンシア属、ハフニア・アルベイ（Ｈａｆｎｉａ　ａｌｖｅｉ）等の発育を阻止するので、
培地をより選択的なものにする。
【００１０】
しかしながら前記（１）の分離培地は、腸管出血性大腸菌Ｏ１５７が他の共存微生物に比
べ、保菌者糞便中および食品検体中に少量しか存在せずかつ類似の性状を示す偽陽性菌が
多く含まれるため、感度および特異性が悪いという問題点があった。
【００１１】
また、前記（２）の選択分離培地は、腸管出血性大腸菌Ｏ１５７以外のソルビトール非発
酵菌および遅発酵菌、特に緑膿菌が高率に分離されてくる。それ故、このような選択分離
培地から腸管出血性大腸菌Ｏ１５７を疑うコロニーを鑑別するのは熟練された技術が必要
とされるため、コロニー性状から腸管出血性大腸菌Ｏ１５７の有無を判断することは困難
となり、その後の同定試験の結果を待たざるを得ないという問題点があった。
【００１２】
さらに、特開２０００－３４２２４９の培地では、緑膿菌の発育を抑制することができず
、緑膿菌による汚染が高い場合には、目的とする腸管出血性大腸菌Ｏ１５７が分離できな
い。また、腸管出血性大腸菌Ｏ１５７の発育阻害が認められるため、偽陰性が高く出る傾
向にあった。
【００１３】
一方、従来の腸管出血性大腸菌Ｏ１５７の検出は一般的には以下のような方法で行われて
いる。
（１）食品検体の場合
検体を前培養培地ノボビオシン加ｍＥＣブイヨンで４２℃で１８～２４時間前培養する。
この前培養液の一部を腸管出血性大腸菌Ｏ１５７選択分離培地または分離培地に塗抹し、
３７℃、１８～２４時間培養し、平板培地上のコロニーを観察する。さらに平板培地上の
腸管出血性大腸菌Ｏ１５７と思われるコロニーを釣菌し、腸管出血性大腸菌Ｏ１５７同定
キットや生化学性状検査用鑑別培地に接種し、３７℃、１８～２４時間培養し同定する。
またこれらのコロニーや増菌液を用いて、抗血清による免疫学的試験やＰＣＲ法も行われ
ている。
【００１４】
（２）糞便検体の場合
糞便検体の一部を直接、腸管出血性大腸菌Ｏ１５７選択分離培地または分離培地に塗抹し
、３７℃、１８～２４時間培養し、平板培地上のコロニーを観察する。さらに平板培地上
の腸管出血性大腸菌Ｏ１５７と思われるコロニーを釣菌し、腸管出血性大腸菌Ｏ１５７同
定キットや生化学性状検査用鑑別培地に接種し、３７℃、１８～２４時間培養し同定する
。またこれらのコロニーを用いて、抗血清による免疫学的試験やＰＣＲ法も行われている
。
かかる方法では、検査工程に分離培地もしくは選択分離培地を用いた分離培養という操作
が必要なため、前述のごとく腸管出血性大腸菌Ｏ１５７に類似したコロニーを識別するの
は困難である。特に緑膿菌が類似コロニーとして分離され、その後の同定試験の結果を待
たなければならないという問題点があった。
【００１５】
【発明が解決しようとする課題】
したがって、本発明の課題は、上記問題を解決し、糞便をはじめとする種々の検体中の大
腸菌、特に腸管出血性大腸菌Ｏ１５７を感度良く、特異的かつ簡便に検出できる培地およ
び分離方法を提供することにある。
【００１６】
【発明を解決するための手段】
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本発明者らは、上記課題を解決すべく鋭意研究を進める中で、基本培地に選択剤を含有さ
せることにより上記課題が解決できることを見出し、本発明を完成するに至った。
【００２１】
さらに、本発明は、前記培地のためのキットに関する。
【００２２】
　またさらに、本発明は、対象とする大腸菌の生育を抑制せずかつシュウドモナス属細菌
の生育を抑制する選択剤を含む培地で試料を培養し、シュウドモナス属細菌の生育を抑制
し大腸菌を選択的に分離することを特徴とする、大腸菌の選択分離方法であって、試料が
糞便であること、大腸菌が腸管出血性大腸菌Ｏ１５７であること、および選択剤がセフィ
キシム、亜テルル酸塩およびセフスロジンであることを特徴とする、大腸菌の選択分離方
法に関する。
【００２３】
したがって、本発明によれば、偽陽性菌の混在による取りこぼしを回避することができ（
高感度かつ特異的）、かつ大腸菌、特に腸管出血性大腸菌Ｏ１５７同定キットや生化学性
状検査用鑑別培地に接種し同定する費用の削減に大きく貢献でき、さらには操作の手間お
よび時間を削減でき、実用上意義深いものと言える。
【００２４】
【発明の実施の形態】
本発明における対象とする大腸菌は、腸管出血性大腸菌、腸管毒素原性大腸菌、腸管侵入
性大腸菌、腸管病原性大腸菌、腸管凝集接着性大腸菌など種々の大腸菌に適用することが
できるが、食中毒の原因菌とされている腸管出血性大腸菌Ｏ１５７が好適に用いられる。
【００２５】
本発明の選択剤で生育が抑制されるシュウドモナス属細菌は、Ｐｓｅｄｏｍｏｎａｓ．ａ
ｅｒｕｇｉｎｏｓａ（緑膿菌）、Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ、Ｐ．ｃｅｐａｃｉａ、な
ど種々の菌種があるが、腸管出血性大腸菌Ｏ１５７を選択的に分離する場合、緑膿菌の生
育が好適に抑制される。
【００２６】
本発明による培地は、対象とする大腸菌が感度よく生育する組成の培地であればいずれで
もよい。具体的には、ＣＴ－ＳＭＡＣ寒天培地、ＳＭＡＣ培地、ＭＵＧ加ＳＭＡＣ寒天培
地培地、ＢＣＩＧ加ＳＭＡＣ寒天培地、フルオロカルト大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７寒天培地（
商品名：関東化学（株））、これらの培地に改変を加えたもの、例えば糖類を改変するな
どした培地などが用いられる。中でも他の共存微生物の生育を抑制できるＣＴ－ＳＭＡＣ
寒天培地が好ましい。これらの培地は、培養に影響を与えないものであれば、寒天状、粉
末状または液状のいずれの状態にも用いられる。
【００２７】
本発明に用いられる選択分離培地の調製方法は、前記基本培地に精製水を加えて一定量と
し、高圧滅菌後、冷却し、一定量の添加剤を添加することにより調製できる。具体的には
、例えばＳＭＡＣ寒天培地５１．５ｇを精製水で１０００ｍＬとし、１２１℃で１５分間
滅菌する。滅菌後、約５０℃に冷却し、セフィキシム０．０５ｍｇ／Ｌ、亜テルル酸カリ
ウム２．５ｍｇ／Ｌ、セフスロジン５ｍｇ／Ｌの濃度になるように添加して調製できる。
【００２８】
本発明に用いられる選択剤は、セフィキシム、亜テルル酸塩およびシュウドモナス属の生
育を抑制し、大腸菌の生育を抑制しない抗生物質を含むものをいい、対象とする大腸菌の
分離、培養に悪影響を与えないものであれば、他に何を含んでいてもよい。
【００２９】
また、選択剤で用いられる亜テルル酸塩は、アルカリ金属やアルカリ土類金属の塩、たと
えば、カリウム塩、カルシウム塩、ナトリウム塩、マグネシウム塩などが用いられる。使
用勝手の観点からカリウム塩が好適に用いられる。その濃度は、対象とする大腸菌の分離
、培養に影響を与えない濃度であればよく、好ましくは０．５～５ｍｇ／Ｌ、より好まし
くは１～３ｍｇ／Ｌ、さらに好ましくは２～２．５ｍｇ／Ｌである。
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【００３０】
選択剤で用いられるセフィキシムの濃度は、対象とする大腸菌の分離に影響を与えない濃
度であればよく、好ましくは０．０１～０．１９ｍｇ／Ｌ、より好ましくは０．０３～０
．１０ｍｇ／Ｌである。
【００３１】
ＣＴ－ＳＭＡＣ寒天培地のように、セフィキシム、亜テルル酸塩を既に含んでいる基本培
地にあっては、対象とする大腸菌の分離、培養に影響を与えなければ、本発明による選択
剤を加えてもよく、抗生物質のみを加えてもよい。一方、ＳＭＡＣ寒天培地のように、セ
フィキシムおよび亜テルル酸塩を含まない基本培地にあっては、本発明による選択剤を加
えることにより選択的に対象とする大腸菌のみを分離することができる。
【００３２】
本発明に用いられる抗生物質は、対象とする微生物の生育を抑制せず、シュウドモナス属
細菌の生育を抑制するものであれば何れでも良く、セフスロジン、セフトリアキソン、セ
フピラミド、セフォタキシム、セフタジジム、セフピミゾール、セフチゾキシム、セフメ
ノキシムなどのセフェム系、ノボビオシン、バンコマイシン類などのテトラサイクリン系
、ピペラシリン、カルベニシリンなどのペニシリン系などが用いられる。対象とする大腸
菌が腸管出血性大腸菌Ｏ１５７であれば、緑膿菌の生育をほぼ完全に抑制するセフスロジ
ンまたはノボビオシンが好ましく、より好ましくはセフスロジンが用いられる。これらの
抗生物質は塩の形で用いることもできる。また、使用する抗生物質は、単独でもよく、複
数を組み合わせてもよい。
【００３３】
選択剤として用いられる抗生物質の濃度は、シュウドモナス属細菌の生育を抑制する濃度
であればよく、セフスロジンの場合、０．５～１００ｍｇ／Ｌが好ましく、より好ましく
は０．７８～５０ｍｇ／Ｌ、さらに好ましくは１．５６～２５ｍｇ／Ｌである。また、ノ
ボビオシンの場合、好ましくは５～５０ｍｇ／Ｌ、より好ましくは１５～３０ｍｇ／Ｌ、
さらに好ましくは２０～２５ｍｇ／Ｌである。
【００３４】
本発明による微生物の分離方法は、糞便を始めとする生体由来試料、食品由来試料、それ
ら試料の増菌培養液などを前記のごとく調整した選択分離培地へ白金耳等を用いて塗抹し
、３５℃～３７℃で１８～２４時間培養することにより目的とする微生物を分離すること
ができる。
【００３５】
また、本発明を実施するための試薬及び器材を携帯可能なキットの形態にしておくことは
利便性の点で好ましい。このキットに、大腸菌を選択的に分離する試薬、例えば、選択剤
、基礎培地、などの他、便検体摂取に必要な採便容器や採便棒、食品検査等の増菌培養に
必要なストマック袋や増菌培地、また分離培養に必要な白金耳を持ち運び可能な容器に収
納したものは、作業の簡便化および効率化の面においてさらに好ましい。さらに、選択剤
、たとえばセフスロジン、セフィキシム、亜テルル酸塩の三剤のみを持ち運び可能な容器
に収納したものも作業の簡便化、効率化の面で好ましい。
【００３６】
【実施例】
以下、実施例によって本発明を説明するが、本発明はこれに限定されるものではない。
〔実施例１〕
培地の作成
ＳＭＡＣ寒天培地（５１．５ｇ）に精製水を加え全量を１０００ｍＬとし、高圧滅菌（１
２１℃、１５分間）にかけた。約５０℃に冷却し、以下に示す組成の本培地Ａ添加試薬、
本培地Ｂ添加試薬および対象となるＣＴを既定量添加した。試薬を良く混和し、シャーレ
に１８ｍＬずつ分注し、平板を作成した。
【００３７】
本培地の基本組成（培地１０００ｍＬあたり）
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ペプトン（２０ｇ）、ソルビトール（１０ｇ）、胆汁酸塩（１．５ｇ）、塩化ナトリウム
（５ｇ）、ニュートラルレッド（０．０３ｇ）、クリスタルバイオレット（０．００１ｇ
）、寒天（１５ｇ）、ｐＨ＝７．１±０．１
【００３８】
本培地Ａの添加試薬（培地１０００ｍＬあたり）
亜テルル酸カリウム（２．５ｍｇ）、セフィキシム（０．０５ｍｇ）、セフスロジン（５
ｍｇ）
【００３９】
本培地Ｂの添加試薬（培地１０００ｍＬあたり）
亜テルル酸カリウム（２．５ｍｇ）、セフィキシム（０．０５ｍｇ）、ノボビオシン（２
０ｍｇ）
【００４０】
対象となるＣＴ添加試薬（培地１０００ｍＬあたり）
亜テルル酸カリウム（２．５ｍｇ）、セフィキシム（０．０５ｍｇ）
【００４１】
〔実施例２〕
腸管出血性大腸菌Ｏ１５７発育支持能結果
試験菌株懸濁液の希釈率を変え、各培地における腸管出血性大腸菌Ｏ１５７発育支持能を
比較した。試験方法は、以下のように行った。
各種試験菌株をトリプトンソーヤ寒天培地（商品名：関東化学株式会社）に前培養（３５
℃、一夜培養）し、得られた集落を滅菌生理食塩水に懸濁させる。各試験菌株懸濁液を１
０－７まで１０倍段階希釈し、各希釈系列を評価培地へ滴下（２０μＬ）し培養する（３
５℃、１８～２４時間）。
【００４２】
結果を表１に示す。表１は各培地における試験菌株懸濁液の各希釈倍率における発育菌数
、色及びコロニーのサイズを示している。発育菌数の計測ができない場合は、＋＋（一部
コロニー融合のため計測不可）および＋＋＋（ほとんどコロニー融合のため計測不可）で
表記した。表１より、培地Ａおよび培地Ｂは、培地ＣＴと比較して同等かそれ以上に腸管
出血性大腸菌Ｏ１５７が発育することが分った。また、コロニーサイズも同等であった。
【００４３】
【表１】
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【００４４】
〔実施例３〕
代表腸内細菌発育阻害能結果
実施例１で調製した培地を用い、代表的な腸内細菌の発育阻害能を比較した。試験方法は
、実施例２と同様に行った。結果を表２に示す。表２は、各培地における試験菌株懸濁液
の各希釈倍率における発育菌数、色及びコロニーのサイズを示している。
表２より、培地Ａ、培地ＢともにＣＴ添加培地と同様に各種腸内細菌の発育を抑制するこ
とが分った。
【００４５】
【表２】

【００４６】
〔実施例４〕
緑膿菌発育阻害能結果
実施例１で調製した培地を用い、緑膿菌の発育阻害能を比較した。試験方法は、実施例２
と同様に行った。表３は、各培地における緑膿菌の試験菌株懸濁液の各希釈倍率における
発育菌数、色及びコロニーのサイズを示している。発育菌数の計測ができない場合は、＋
＋（一部コロニー融合のため計測不可）および＋＋＋（ほとんどコロニー融合のため計測
不可）で表記した。発育コロニーが微小のため計測できないものは、「±」で示した。
表３より、培地Ａはいずれの希釈倍率においても緑膿菌の発育が抑制されることがわかっ
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た。また、培地Ｂでは、希釈倍率１０－４で緑膿菌の発育を完全に抑制できることがわか
った。したがって、ＣＴ培地と比較して、目的とする大腸菌Ｏ１５７を選択的に分離する
ことができた。
【００４７】
【表３】

【００４８】
〔実施例５〕
腸管出血性大腸菌Ｏ１５７の分離例
成人便１ｇに対して１０３－１０４ＣＦＵになるように腸管出血性大腸菌Ｏ１５７を接種
し、滅菌生理食塩水を用いて１０倍希釈して擬似的に陽性便を作成する。１０μＬを採取
して本発明培地に直接塗抹接種し、３５℃で１８時間培養した。本発明培地では腸管出血
性大腸菌Ｏ１５７と推定されるコロニーが純培養状に生育した。これらのコロニーを釣菌
し、大腸菌Ｏ１５７検出キット「ＵＮＩ」（商品名：関東化学（株））を用いて免疫学的
にＯ１５７抗原を調べたところ、全て陽性であることが確認された。
【００４９】
【発明の効果】
以上のように本発明は、大腸菌、特に腸管出血性大腸菌Ｏ１５７を特異的、高感度かつ簡
便に分離することができ、他の偽陽性菌の試験に要していた試薬類の費用、操作の手間お
よび時間を削減できる。また、保菌者検索や汚染された食材や食品を的確に検出でき、食
品の安全性および検査費用削減に大きく貢献できる。
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